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概    要 Mpv17-like protein（M-LP）は酸化ストレスとの関わりが示唆されるマウスの新
規タンパク質である。我々は最近、M-LP 遺伝子の発現に関わる転写因子 Rhit（regulator of 
heat-induced transcription）を同定した。本研究では、酸化ストレスによる生活習慣病や老年疾患の発
症予防に資することを目指して、これらのヒトホモログである M-LPH および RhitH（ZNF205）につ
いて解析を行った。RhitH 遺伝子をノックダウンすると M-LPH 遺伝子の発現が促進されたことから、
M-LPH 遺伝子は転写抑制因子 RhitH の標的遺伝子であることを確認した。また、RhitH 遺伝子の転写
調節領域の解析から、RhitH の発現調節には転写抑制因子 FOXD3 および転写促進因子 GABP が関わ
っていることが明らかとなった。一方、RhitH や M-LPH の発現を抑制/促進させたのち、電子伝達系の
阻害処理を施した細胞では、対照に比べて細胞内活性酸素の濃度上昇が抑えられ、ミトコンドリア膜電
位の低下が緩和されていた。これらの結果から、RhitH/M-LPH は酸化ストレスやアポトーシスに対す
る細胞の防御機構に関わるものと考えられた。 
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老化や各種の炎症性疾患、糖尿病、ガン、動脈
硬化、神経疾患などの発症に活性酸素種（ROS）
が関わることはよく知られている。また、ROS は、
細胞内シグナル伝達物質としてアポトーシスを含
む種々の現象に関与している。生体内では、常時
ROS が生成されているが、スーパーオキシドジス
ムターゼやグルタチオンペルオキシダーゼなどの
抗酸化酵素や低分子抗酸化物質による消去系が働
いてROS生成と消去のバランスが維持されている。 
我々は、従前のマウスの年齢依存性発現生体分
子検索の過程で、新規転写抑制因子 Rhit およびそ
の標的遺伝子である M-LP を見出した。解析の結
果、これらの分子は ROS の代謝調節機構に関与す
る可能性が示された。そこで、酸化ストレスによ
る生活習慣病や老年疾患の発症予防に資すること
を目指して、研究対象をヒトに展開し、Rhit と
M-LP のヒトホモログである転写因子 RhitH
（ZNF205）および M-LPH の酸化ストレス防御機
構における役割を明らかにすることを目的として
以下の３点についての解析を実施した。 
1. M-LPH 発現における RhitH の転写抑制因子
としての機能の検証 
2. RhitH 遺伝子の発現調節機構の解析 
3. RhitHやM-LPH発現の抑制/促進がミトコン
ドリア機能に及ぼす効果の解析
 
 
(1) ZNF205 全長 cDNA のクローニング 
 マウスの転写因子 Rhit のアミノ酸配列を用いて
ヒトのデータベースを検索すると、Rhit のヒトホ
モログ候補として ZNF205 が見出された（69% 
identity, 75% similarity）。そこで、MCF-7 細胞
（乳癌細胞）由来の RNA を材料として RACE 法
（rapid amplification of cDNA ends method）に
よる全長 cDNA のクローニングを行った。得られ
た cDNA は、554 アミノ酸をコードする 1,665 bp
の open reading frameを含む2,362 bpで構成され
ていた。データベースに登録された ZNF205 の配
列（GenBank ID: BC002810）と比較すると、5’
側と 3’側にそれぞれ 19 bp および 268 bp の余分
な塩基を有するものの、コードするタンパク質の
アミノ酸配列は完全に一致していた。そこで、こ
のタンパク質を新たに RhitH と命名し、得られた
cDNA 塩基配列をデータベースに登録した
（GenBank ID: AB672633）。 
 
(2) M-LPH 発現における RhitH の転写抑制因子
としての機能の検証 
MCF-7 細胞の RhitH 遺伝子をノックダウンす
ると M-LPH 遺伝子の発現が促進された（図 1）。
さらに、胎児および成人の脾臓における RhitH お
よび M-LPH の mRNA 量の測定により、両者の発
現は逆相関関係にあることが示された。これらの
結果から、M-LPH 遺伝子は転写抑制因子 RhitH
の標的遺伝子であると考えられた。 
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(3) RhitH 遺伝子の発現調節機構の解析 
RhitH 遺伝子の転写調節領域のプロモータ活性
の解析により、転写開始点の 1513～1633 bp 上流
に転写抑制因子が、また、23～193 bp 上流に転写
促進因子が結合することが予測された（図 2）。そ
こで TFSEARC（http://www.cbrc.jp/research/db/ 
TFSEARCHJ.html） および ChIP-Seq（http:// 
genome. ucsc.edu/ cgi-bin/hgGateway）による転
写因子結合配列の検索を実施し、－1633～－1513
に forkhead box D3（FOXD3）、また、－193～－
23 には GA binding protein（GABP）の結合配列
をそれぞれ見出した。Gel Shift assay や ChIP 
assay などによる詳細な解析の結果、RhitH 遺伝
子の発現にはこれらの転写因子が抑制因子
（FOXD3）および促進因子（GABP）として働く
ことが示された。        
(4) RhitH や M-LPH 発現の抑制/促進がミトコン
ドリア機能に及ぼす効果の解析 
ミトコンドリア電子伝達系の阻害剤 Antimycin 
A （AMA） は、活性酸素の産生やミトコンドリ
ア膜の脱分極を誘発し、アポトーシスを誘導する
作用をもつ。そこで、RhitH 遺伝子のノックダウ
ンあるいは M-LPH 遺伝子の過剰発現が、AMA 処
理によるミトコンドリア機能の低下に及ぼす影響
について解析を行った。RhitH や M-LPH を抑制/
発現させた上で AMA 処理を施した MCF-7 細胞で
は、対照細胞に比べて細胞内過酸化水素の濃度の
上昇が抑えられ（図 3）、ミトコンドリア膜電位の
低下が緩和されていた（図 4）。これらの結果から、
RhitH/M-LPH は酸化ストレスやアポトーシスに
対する細胞の防御機構に関わることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１． RhitH（ZNF205）ノックダウンによる  
M-LPH 発現誘導 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2． RhitH 遺伝子のプロモータアッセイ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．RhitH や M-LPH 発現の抑制/促進が呼吸鎖
阻害剤 AMA 処理による細胞内 H2O2 の産生 に及
ぼす効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．RhitH や M-LPH 発現の抑制/促進が呼吸鎖
阻害剤 AMA 処理によるミトコンドリア膜電位変
化に及ぼす効果 
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